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Bioluminescencja w metodach
luminometrycznych

Luminescencja, tzw. zimne swiecenie, jarzenie zachodzi w wyniku emisji fal Swietlnych przez ciata
(luminofory), wywotane czynnikiem wzbudzajacym (innym niz rozgrzanie do wysokiej temperatury).

Ze wzgledu na czynnik wzbudzajgcy do swiecenia, rozroznia sie nastepujace zjawiska [3]:

chemiluminescencja  niektdre reakcje chemiczne
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elektroluminescencja  staly lub zmienny prad elektryczny

elektrony przyspieszanych napieciem miedzy

elektronoluminescencja elektrodami

pochtoniecie promieniowania elektromagnetycznego

fotoluminescencja LT . Y
] z obszaru widzialnego, ultrafioletu lub podczerwien

scyntycja promieniowanie jonizujace
sonoluminescencja ultradzwieki

. . podniesienie temperatury, jednak do nizszej niz
termoluminescencja . :

temperatura zarzenia

. . czynnikiem mechanicznym, np. tarciem, zginaniem,

tryboluminescencja

Sciskaniem

Szczego6lnym przypadkiem luminescencji jest bioluminescencja - emitowanie fal $wietlnych przez
organizmy zywe.

Zjawisko bioluminescencji odkryto w 1947 roku, kiedy to McElroy wykazal, ze ilos¢ swiatta
emitowanego podczas reakcji bioluminescencji jest wprost proporcjonalna do ilosci ATP. Obecnie
zjawisko wzbudza coraz wieksze zainteresowanie naukowcéw. Zdolnos¢ bioluminescencji
przypisywana jest niektéorym organizmom zyjacym w wodach morskich lub oceanicznych: ryby,
pierwotniaki, meduzy, katamarnice i rosliny. Zdolnos$¢ emisji swiatta wykazuja takze niektére zuki
(swietliki), grzyby, bakterie i owady.

Emisja $wiatta ma istotne znaczenie w zyciu tych organizmoéw: stuzy do maskowania i ukrycia przed
drapieznikami, pomaga w lepszym komunikowaniu sie, lepszym widzeniu w ciemnosci lub
przyciaganiu zdobycz [1,2,8].

O bioluminescencji mowi sie takze w przypadku bakterii, gdzie jest Scisle zwiazana z gestoscia ich
populacji oraz stanem metabolicznym. Bakterie luminescencyjne emituja swiatto, gdy znajduja sie
w optymalnym dla siebie srodowisku. Z tego wzgledu reakcja bioluminescencji wymaga dla
prawidlowego przebiegu odpowiednich parametrow fizycznych (pH, temperatura) oraz obecnosci
jonow Mg*? lub innych jonéw metali na X*? stopniu utlenienia: Mn*?, Co*?, Fe*?, Ni** lub Zn*2.
Luminescencja zachodzi w zakresie pH od 6,5 do 8,0, przy optimum wynoszacym 7,8-7,9. Wartos¢
temperatury optymalnej zwiazana jest z dziataniem enzymu i wynosi ok. 25°C [2].

Obecnie bioluminescencja wykorzystywane jest takze w nauce, gdzie stanowi podstawe
dzialania réznorodnych czujnikéw bioluminescencyjnych wykorzystano jako wskazniki
[4,7,8]:

obecnosci materiatow biologicznych, np. bakterii Podstawa bioluminescencji jest reakcja
utleniania zwiazku zwanego lucyferyna przez lucyferaze. Lucyferyna to wspdlna nazwa
pigmentéw zdolnych do emitowania Swiatta na skutek reakcji utleniania indukowanej obecnoscia
enzymu - lucyferazy. Lucyferazy o zréznicowanej budowie posiadaja m.in. swietliki swietojanskie (
Lampyris noctiluca), ryby gtebinowe i niektére bakterie (rys.l).E

Rysunek 1. Lucyferaza swietlika swietojanskiego (Lampyris noctiluca) [2]



Bakterie wykazujace bioluminescencje posiadaja zestaw gendéw zwany operonem lux. Luminescencja
tych bakterii jest reakcja chemiczna, przebiegajaca wedtug ogélnego schematu:

FMNH, + RCHO + O, » FMN + RCOOH + H,0 + hv (490nm)

Uscislajac, w srodowisku tlenowym lucyferaza taczy sie z kofaktorem (zredukowanym
mononukleotydem flawinowym - FMNH,) indukujac przemiane aldehydu w kwas ttuszczowy, a sama
przechodzi w stan wzbudzony (o wyzszym poziomie energetycznym). W wyniku utleniania powstaje
czasteczka w stanie wzbudzonym- oksylucyferyna. Jako ze stan wzbudzony jest stanem nietrwatym,
oksylucyferyna powracajac do stanu podstawowego czemu towarzyszy emisja promieniowania

w zakresie widzialnym widma elektromagnetycznego (Swiatto o dtugosci fali 490 nm,

zielono-niebieskie). Kofaktor zas ulega utlenieniu do mononukleotydu flawinowego (FMN) (rys.2)E|
Rysunek 2. Reakcje zachodzqce podczas bioluminescencji bakterii i schemat [5]

W kazdej zywej komodrce oraz materiatach pochodzenia biologicznego obecny jest ATP. Jedna
komodrka bakteryjna zawiera przecietnie femtogram (10'° g) ATP. Bakterie Gram(+) zawieraja okoto
10 razy wiecej ATP niz bakterie Gram(-), natomiast spory bakteryjne nie zawieraja go wcale.
Komodrki drozdzowe wykazuja srednio okoto 100 razy wiecej ATP niz komorki bakteryjne (tab.1).
Tabela 1. Zawartos¢ ATP w komorkach réznych mikroorganizmow [6]

MIKROORGANIZMY ATP[fg/komorke]
Lactobacillus spp. 2,0-2,2

BAKTERIE Pseudomonas fluorescens 0,6
Escherichia coli 1,0
Kloeckera apiculata 48,5

. Pichia membranaefaciens 90,7

DROZDZE ]
Torulopsis sp. 144,0
Saccharomyces cerevisiae 155,0
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Zrédto: www.e-biotechnologia.pl
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